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Bescheinigung 



Die Anmelderin Privates Institut BioServ GmbH in Rostock/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeiclnnung 

"Diagnostisclies Verfahren zur Erkennung einer Pankreasfunk- 
tionsstorung" 

am 25. Mai 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht und 
erklart, da(S sie dafur die Innere Prioritat der Anmeldung in der Bundesrepublik 
Deutschland vom 8. September 1998, Aktenzeichen 198 40 900.1. in Anspruch 
nimmt. 

Das angehettete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
C 07 K 16/00 der Intemationalen Patentklassifikation erhalten. 




PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
A 9161 COMPLIANCE WITH 

RULE 17.1(a) OR (b) 



Diagnos^isclies VerfgQiren zur Erkennung einer PanJcreas- 
f iinktionsstorxing 



H.-W. Heinrich, R. Kleinert, U. Meyer, H.-J, Wagner 



Zusammenf assung 

Es wird ein Verfahren zur Erkennung einer 

Pankreasf unktionsstorung beschrieben. Das Ziel wird 
erf indungsgemaB durch die Verwendung von Teile aller Isoenzyme 
der Pankreas-Elastase und synthetischer Aminosauresequenzen als 
ntigene fiir die Gewinnung spezifischer Antikorper und deren 
rwendung in immunchemischen Testverf ahren erreicht. 



Beschreibiing 



Die Erfindung betrifft ein diagnostisches Verfahren zur 
Erkennung einer Pankreasf unktionsstorung . Anwendungsgebiete 
sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 

Funktionsstorungen der Bauchspeicheldriise konnen das Ergebnis 
unterschiedlicher Erkrankungen sein, deren Diagnose unter 
anderem durch die Bestimmung f unktioneller Kriterien 
untermauert werden sollte. Die haufigsten Erkrankungen des 
Parikreas sind die chronisch rezidivierende und die akute 
Pankreatitis . 




e chronische Pankreatitis ist eine schleichende progrediente 
rkrankung, bei der das f unktionsttichtige Pankreasgewebe im 
Rahmen eines sklerotisierenden Prozesses allmahlich 
degeneriert. Sie ist charakterisiert durch ihr klinisches 
Beschwerdebild (abdominelle Schmerzen, Steatorrhoe, 

Gewichtsverlust ) , typische morphologische Veranderungen der 
Druse ( Verkalkungen, dilatierter, unregelmaBig begrenzter 
Ductus pancreaticus) sowie einen progredienten exokrinen und 
endokrinen Funktionsverlust (Maldigestion, Diabetes laellitus). 
Die chronische Pankreatitis hat eine Inzidenz von 6 bis 8 
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohnern pro Jahr in Westeuropa. 
Die Diagnose der chronischen Pankreatitis wird wegen steigenden 
koholkonsums immer haufiger gestellt. 

Zur Untermauerung klinischer und morphologischer Befunde konnen 
verschiedene funktionelle Kriterien bestimmt werden. Die 
sensitivste Analysenmethode stellt der Sekretin-Caerulin- bzw. 
Sekretin-Cholezystokinin-Test dar, der jedoch den Patienten 
stark belastet und einen hohen Zeitaufwand erfordert. Als 
indirekte Testmethoden werden Lundh-, NBT-PABA- und 
Pancreoauryl-Test angewendet. Auch die Bestimmung von Trypsin 
im Serum oder Chymotrypsin im Stuhl haben eine gewisse 
praktische Bedeutung. Alle diese indirekten Testmethoden haben 
den Nachteil einer ungenvigenden Spezifitat. 



Die Bestiminung der Elastase 1 ist von alien verfiigbaren 
indirekten Funktionstesten der Test mit der hochsten 
Sensitivitat und Spezifitat ( Loser, C. , ^Therapie & Erfolg 1997; 
1:411-413) . Er hat sich in den letzten JahFen fur die tSgiiche 
Praxis als Standard fur die exokrinen 

Pankreasf unktionsdiagnostik durchgesetzt . Grundlage fur diesen 
Test sind polyklonale Antikorpern gegen Elastase 1 (Elastase 1- 
RIA, Abbott) bzw. mono- und/oder polyklonalen Anti-Elastase-l- 
Antikorpern, die durch Iimaunisierung lait einem Antigen, das die 
Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly Asp-Ile-Arg Oder 
immunologisch wirksame , Teilpeptide davon enthalt, gewonnen 
werden (EP 0 547 059 Bl), 



nkreas-Elastase ist ein proteolytisches Verdauungsenzym. Im 
ergleich zu den gebrauchlichen Parainetern der 
Pankreasdiagnostik (z.B. Chymotrypsinaktivitat im Stuhl) hat 
die quantitative Elastase-Bestimmung entscheidende Vorteile. 
Das Enzym wird ausschlieSlich im Pankreas gebildet und weist 
eine auBergewohnliche Stabilitat wahrend der Darmpassage auf, 
d.h., die Konzentration der Elastase spiegelt die 
Sekretionsleistung des Pankreas wieder. 



Trotz Uberlegenheit gegeniiber anderen exokrinen Parametern wird 
mit dem herkommlichen Elastase 1-ELISA in zu vielen Fallen 
Pankreas-Elastase nicht nachgewiesen, obwohl sie in 
►etrachtlichen Konzentrationen vorhanden ist. 



iel der Erfindung ist daher die Entwicklung eines sensitiveren 
Verfahrens zur Erkennung einer Pankreasf unktionsstorung auf der 
Grundlage des Nachweises pankreatischer Elastase. 

Durch systematische Untersuchung von Stuhlproben, die mit dem 
herkommlichen ELISA nicht auf Elastase 1 reagierten, konnten 
nach elektrophoretischer Trennung Proben hergestellt werden, 
die Elastase enthielten. Die weitere Charakterisierung ergab, 
daB es sich bei diese Proteinen um verschiedene Isoenzyme 
handelt, die of f ensichtlich mit den kommerziellen 
Testantikorpern nicht erkannt werden. Es gibt of f ensichtlich 



fiir dieses Enzym einen ausgepragten genetischen Polymorphismus , 
der sich in der Fachliteratur auch in der Beschreibung von 
Pankreas-Elastase 1, 2 und 3 widerspiegelt . Durch eigene 
Untersuchungen konnte auch nachgewiesen werden, daB zumindest 2 
Isoenzyme gleichzeitig vorkoitunen konnen. Es konnte auch gezeigt 
werden, daB sich diese Elastasen in ihrer 

Konzentrationsabhangigkeit zur Pankreasschadigung genauso 
verhalten, wie die Elastase 1. 

Im Gegensatz zu den bekannten Losungen, die sich auf den 
spezifischen Nachweis der Pankreas-Elastase 1 beschranken, 
wurde uberraschenderweise gefunden, daB durch den Nachweis 

•moglichst jedoch alle Pankreas-Elastase-Isof ormen, bekannt sind 
^rzeit die Pankreas-Elastasen 1, 2 und 3 , die Aussagef ahigkeit 
xia Bezug auf die Pankraesfunktion entscheidend verbessert 
werden kann. Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur 
Herstellung von anti-Elastase-Antikorpern auf ubliche Weise, 
das jedoch dadurch gekennzeichnet ist, daB die verwendeten 
spezifischen Antigene einzeln oder in Koinbination alle 
bekannten Elastase-Isoenzyme oder Teilstucke von diesen oder 
kreuzreagierende synthetische Sequenzen reprasentieren. 

Teilstucke werden vorzugsweise durch Peptidsynthese gewonnen, 
wobei die Aminosauresequenz vorher mittels strukturanalytischer 
Methoden aus der Gesamtsequenz abgeleitet oder nach 
^^Proteinsequenzierung einaittelt wird. Wenngleich die Peptide 
^^^^reits allein eine Antikorperinduktion auslosen, hat es sich 
^^Krf indungsgemaB als zweckmSBig erwiesen, diese Peptide an 
ubliche Carriersubstanzen wie Hamocyanin zu binden. Mit den 
ei^f indungsgemaBen Peptiden ist es moglich, monoklonale wie 
polyklonale Antikorper zu erzeugen. 

Fur die Herstellung der erf indungsgemaSen polyklonalen 
Antipeptidantikorper werden Versuchstiere wie Kaninchen, 
Meerschweinchen, Ziegen, Huhner oder Fische in bekannter Weise 
mit den Peptiden immunisiert. Fur die Herstellung monoklonaler 
Antikorper werden die Peptide in bekannter Weise fur die 
Induktion spezifischer B-Zellen verwendet, die nach 
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Fusionierung mit Myelomzellen Hybridoiazellen generieren, die 
nach bekannten Klonierungsverf ahren in Zellinien kultiviert 
werden, die spezifische monoklonale Antikorper sezernieren. Die 
erf indungsgemaSen mono- oder polyklonalen Antikorper reagieren 
nur mit dem verwendeten spezifischen Epitopen bzw. init alien 
bekannten Elastase-Isoenzymen, 

Es konnte nachgewiesen werden, daB Antikorper gegen die Peptide 
A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R, R-S-G- 
C-N-G-D-S-G-G-P-L-N , G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q , G-T-E-A-G-R-N- 
S-W-P-S-Q-I, H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q-Y-V, W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A, 
V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T , G-G-E-E-A-R-P-N-S-W-P-W-Q , S-S-S-R- 
T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N , K-D-W-N-S-N-Q-I-S-K-G-N-D , G-P-L-N-C-Q-A- 
^^^D-G-R-W, G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L, S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y , F-G- 
^^^N-T-R-R-K-P-T-V-F-T, hochspezif isch mit den Isoformen der 
^^Pankreas-Elastase reagieren und keine unspezif ische Reaktion 
mit anderen Stuhlbestandteilen eingehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaSen Elastase-Antikorper far den Nachweis und die 
Quantif izierung aller bekannter Elastase-Isoenzyme in 
Korperf lussigkeiten und Stuhl. Die Erfindung betrifft daher 
auch Nachweissysteme , vorzugsweise ein immunchemisches 
Nachweissystem zur Feststellung der Funktionalitat des Pankreas 
als Hilfsmittel zur Erkennung von Funktionsstorungen dieses 
Organs. Dazu konnen die spezifischen Antikorper an jeden 
geeigneten Trager adsorptiv oder chemisch mit bekannten 

Iopplungsverfahren gebunden werden. Als Trager eignen sich 
Pnbranen oder Partikel. Mit einem erf indungsgemaBen Sandwich- 
LISA unter Verwendung von kreuzreaktiven oder einer 
Kombination unterschiedlicher Epitopantikorper lassen sich 
schnell und spezifisch Pankreas-Elastase in Stuhl und Serum 
bzw. Plasma nachweisen und quantif izieren. 

Er dient zur Diagnose bzw. dem AusschluB einer 
Pankreasbeteiligung bei Abdominalbeschwerden und exokriner 
Pankreasinsuf f iziens . 

Es gibt auch Falle, in denen bereits die Erfassung von Elastase 
1 geniigt, um eine sichere Diagnose von Pankreasstorungen 



stellen zu konnen. In diesen Fallen wird das erf indungsgemaSe 
Verfahren f olgendermaBen gefiihrt: 



Die DNA-Sequenz fiir humane Elastase 1 ^(JP 1987000276-A/6)| wurde 
in die Aminosauresequenz tibertragen. Unter Verwendung ublicher 
Proteinstrukturprogramiae konnten mehrere Aminosaureseguenzen 
identif iziert werden, die eine potentielle Epitopstruktur 
aufweisen. Es konnte nachgewiesen werden, daB Antikorper gegen 
die Peptide A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q- 
A-R, R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 
hochspezif isch Elastase 1 binden und keine unspezif ische 
Reaktion mit anderen Stuhlbestandteilen eingehen. 

^^H.e Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von anti- 
^^^lastase-Antikorpern auf tibliche Weise, das jedoch dadurch 
gekennzeichnet ist, daB die verwendeten spezifischen Antigene 
zuvor mittels strukturanalytischer Methoden aus der 
Aminosauresequenz abgeleitet und chemisch synthetisiert wurden. 
Erf indungsgemaB ist es auch moglich, Teile dieser synthetischen 
Peptide fur die Herstellung von Antikorpern zu verwenden. 
Wenngleich die Peptide allein eine Antikorperinduktion 
auslosen, hat es sich erf indungsgemaB als zweckmaBig erwiesen, 
diese Peptide an iibliche Carriersubstanzen wie Hamocyanin zu 
binden. Mit den erf indungsgemaBen Peptiden ist es moglich, 
sowohl monoklonale wie polyklonale Antikorper zu erzeugen. 
^■^r die Herstellung der erf indungsgemaBen polyklonalen 
^^Htipeptidantikorper werden Versuchstiere wie Kaninchen, 
"Meerschweinchen , Ziegen, Huhner oder Fische in bekannter Weise 
mit den Peptiden immunisiert. Fiir die Herstellung monoklonaler 
Antikorper werden die Peptide in bekannter Weise fiir die 
Induktion spezifischer B-Zellen verwendet, die nach 
Fusionierung mit Myelomzellen Hybridomzellen generieren, die 
nach bekannten Klonierungsverf ahren in Zellinien kultiviert 
werden, die spezif ische monoklonale Antikorper sezernieren. Die 
indungsgemaBen mono- oder polyklonalen Antikorper reagieren 
nur mit dem verwendeten spezifischen Epitop bzw. der reifen 
Elastase 1. 



• * • * r r r r* • 

» « • » < « • 

10 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaBen Elastase 1-epitopspezif ischen Antikorper fiir 
den Nachweis und die Quantif izierung von Elastase 1 in 
Korperf lussigkeiten und Stuhl. Die Erfindung betrifft daher 
auch ein immunchemisches Nachweissysteia zur Feststellung der 
Funktionalitat des Pankreas als Hilfsmittel zur Erkennung von 
Funktionsstorungen dieses Organs. Dazu konnen die spez if ischen 
Antikorper an jeden geeigneten Trager adsorptiv oder chemisch 
mit bekannten Kopplungsverf ahren gebunden werden. Als Trager 
eignen sich Membranen oder Partikel. Mit einem 
erf indungsgemaBen Sandwich-ELISA unter Verwendung von je zwei 
unterschiedlichen Epitopantikorpern laBt sich schnell und 

^^^ezifisch Elastase 1 in Stuhl tmd Serum bzw. Plasma nachweisen 

^^^^d quantif izieren. 
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Ausfuhrungsbeispiel 1 - Herstelluna spezifischer anti-Peptid- 
Antikorper, die aeaen definierte Abschnitte der reifen humanen 
Elastase 1 aericht:et sind. 

Mittels Festphasensynthese nach Merrifield werdeh die Peptide 
mit den Aminosauresequenzen NH^-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-COOH, 
NH^-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH, NH^-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G- 
P-L-N-COOH und NH^-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH 

synthetisiert . Die Peptide werden mit bekannten Verfahren an 
Napf schneckenhamocyanin (KLH) gekoppelt (1 mg Peptid/mg KLH)* 
Je 300 /ig dieses Konjugates werden uriter Zusatz von Freundschen 
Adjuvants fur die Immunisierung von Kaninchen bzw. Huhn 

Iverwendet. Nach Smaliger Vakzination werden die Tiere 
Bntblutet, Nach Gewinnung des Serums wird die Spezifitat der 
Antiseren in einem ELISA getestet. Dazu wird freies Peptid an 
die Oberflache der Kavitaten von Mikrotiterplatten adsorbiert. 
Nach Inkubation der Kavitaten mit den Antiseren werden diese 
grundlich gewaschen. Unter Verwendung von Antikaninchen- bzw. 
Antihuhn-POD-Konjugat und TMB als Substrat werden in ublicher 
Weise die Antigen-Antikorperreaktion detektiert. Jedes 
Antiserum reagiert nur mit dem homologen Peptid. 



Ausfuhirunasbeispiel 2 - Nachweis der Spezifitat der 
erf indunasaemaSen Antikorper 

e Elastase 1 - Spezifitat kann im Westernblot nachgewiesen 
werden. Dazu werden grob- bzw. hochgereinigte Elastase 1 aus 
Stuhl mittels Polyacrylamidgel-Elektropherese entsprechend 
ihrer relativen Molmasse von begleitenden Verunreinigungen 
getrennt. Die Proteinzonen aus dem Gel werden mit Hilfe einer 
gSemidry-blotting^^-Apparatur auf Nitrozellulose ubertragen. 
Nach Absattigung der freien Bindungsstellen der Membran mit 
resuspendierter Trockenmagermilch werden die Merabranen mit den 
1 : 500 verdunnten anti-Peptid-Antiseren inkubiert. Nach 
intensiven Waschen der Membranen zur Entfernung aller 
unspezifisch gebundenen Antikorper werden die Membranen mit 
Phosphatase - markierten anti-Kaninchen-Antikorpern inkubiert. 
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Die spezifisch gebundenen sekundaren Antikdrper, die nach 
Waschen auf der Membran verblieben, werden nach Zugabe des 
Substrates sichtbar gemacht. Dabei zeigt sich, daS in den 
verwendeten Proben ausschlieSlich Elastase nachgewiesen wurde. 

Ausfutiirun gsbeispiel 3 - Bestimmuna der Elastase 1 in Stuhl 

unter Verwendung der er f indunasaemaBen Antikorper in einem 

ELISA 

Die Elatase 1 in Seruinproben oder in Stuhlproben wird in einem 
Festphasen-Enzymimmunoassay, der auf der Sandwichtechnik 
^^^asiert, bestimmt. Ein polyklonaler Antikorper, der gegen 
^^^>itope der Elastase 1 gerichtet ist, wird in einem 
^^^arbonat/Bikarbonat-Puf fergemisch, pH 9,6 gelost und in die 
Wells einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach der Inkubation bei 4 
*C uber 12 h werden die nicht gebundenen Antikorper durch 
Waschen mit PBS entfernt. Die noch freien Bindungsstellen des 
Tragermaterials werden durch einen PBS-Puffer, der Ethanol-amin 
und Tween 20 enthalt, geblockt. Das Blocken findet bei 
Raumtemperatur uber 90 min statt, Nach dem Waschen werden die 
in PBS verdunnten Serum- bzw. Stuhlproben in die Wells 
pipettiert. Die 60-minutige Inkubation bei Raumtemperatur wird 
durch Waschen beendet. Ein zweiter Elastase 1 spezifischer 
polyklonaler Antikorper, der mit Biotin konjugiert ist, wird zu 
^r an den ersten Antikorper gebundenen Elastase gegeben. 

^TTach einer Inkubation von 30 Minuten und dem WaschprozeS wird 
der biotinmarkierte Antikorper roit Peroxidase-kon jugiertem 
Streptavidin nachgewiesen, Durch den letzten Waschschritt 
erfolgt die Beseitigung des nicht gebunden Streptavidins . 
AnschlieBend wird TMB als Substrat fttr die Peroxidase 
dazugegeben und nach einer definierten Zeit wird die 
Farbreaktion durch Zugabe von HCl abgestoppt. Gemessen wird die 
Anderung der optischen Dichte. Die Intensitat der Farbreaktion 
ist proportional der Elastase 1-Konzentration der Probe. 



> f • r« 

« • • r • • 



^^^^^ 



13 

Ausfuhrunqsb eispiel 4 - Herstelluna speziflscher anti-Peptiid- 

Antikorper , die ae aen definierte Abschnitte von Isoformen d&r 

Pankreas-Elastase aerichtet sind. 

Mittels Festphasensynthese nach Merrifield werden die Peptide 
mit den Aminosauresequenzen A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G- 
P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N , G-P-L-N-C-P-T- 
E-D-G-G-W-Q , G-T-E-A-G-R-N-S-W-P-S-Q-I , H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q- 
Y-V, W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A, V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T , G-G-E-E- 
A-R-P-N-S-W-P-W-Q , S-S-S-R-T- Y-R-V-G-L-G-R-H-N , K-D-W-N-S-N-Q- 
I-S-K-G-N-D, G-P-L-N-C-Q-A-S-D-G-R-W, G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L , 
S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y, F-G-C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T synthetisiert . 
pie Peptide werden mit bekannten Verfahren an 
pfschneckenhamocyanin (KLH) gekoppelt (1 mg Peptid/rog KLH). 
e 300 /xl dieses Konjugates werden unter Zusatz von Freundschen 
Adjuvants fur die Immunisierung von Kaninchen Oder Huhn 
verwendet. nach dreimaliger Vakzination werden die Tiere 
entblutet. Nach Gewinnung der Antikorper (Reinigung uber 
Protein A-Saule bzw. f raktionierte Fallung) wird ihre 
Spezifitat in einem ELISA getestet. Dazu wird freies Peptid an 
die Oberflache der Kavitaten von Mikrptiterplatten adsorbiert. 
Nach Inkubation der Kavitaten mit den homologen bzw. 
heterologen Antikorpern werden diese grundlich gewaschen. Unter 
Verwendung von Anti-Kaninchen- bzw. Anti-Huhn-POD-Kon jugaten 
und TMB als Substrat werden in ublicher Weise die Antigen- 
Titikorper-Reaktionen detektiert. Jeder Antikorper reagiert nur 
t dem homologen Peptid. 



Ausfuhrungbeispiel 5 - Nachweis der Spezifitat de ^ 
erf ind unasaemaBen Antikorper 

Die Spezifitat der Antikorper fur verschiedene Isoformen der 
Pankreas-Elastase kann im Western-Blot nachgewiesen werden. 
Dazu werden grob- und hochgereinigte Elastaseproben aus Stuhl 
und Pankreassaft mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
entsprechend ihrer relativen Molmasse von begleitenden 
Verunreinigungen getrennt. Die Proteinzonen aus dem Gel werden 
mit Hilfe einer "semi-dry"-Blottingapparatur auf Nitrozellulose 
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ubertragen. Nach Absattigung der freien Bindungsstellen der 
Membran mit resuspendierter Trockenmagermilch werden die 
Membranen rait den jeweiligen vorverdiinnten anti-Peptid- 
Antikorper alleine oder in unterschiedlicher Kombination 
inkubiert. Nach intensivem Waschen der Meiabranen zur Entfernung 
aller unspezifisch gebundener Antikorper werden die Meiabranen 
mit alkalischer Phosphatase-markierten anti-Kaninchen- 
Antikorpern in einer vorher ermittelten Konzentration 
inkubiert. Die spezifischen sekundaren Antikorper, die nach dem 
Waschen auf der Membran verbleiben, werden nach Zugabe von 
Substrat sichtbar gemacht. Dabei zeigte sich, das in alien 
Proben mit einzelnen Antikorpern oder Antikorpergemischen 
lastase detektiert werden kann, jedoch nicht jeder Antikorper 
le Isoformen detektiert. 



Ausfuhninqsbeispj.el 6 - Bestimmuna der Pankreas-Elastase in 

^^^^^ Se^^i" unter Verwend una der erf indunasaemafien 

Antikorper, 

Die Elastase in Serum, Plasma oder Stuhl wird mit einem 
Festphasen-ELISA, der auf der Sandwichtechnik basiert, 
bestimmt, Dazu werden einzelne oder ein entsprechendes Gemisch 
mehrerer der erf indungsgemaBen Antikorper in einem 
Karbonat/Bikarbonat-Puffergemisch, pH 9,6 gelost und in die 
Wells einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation bei 4 ''c 
grden die nicht gebundenen Antikorper durch Waschen mit PBS 
fernt. Die noch freien Bindungsstellen des Tragermaterials 
ferden durch einen Ethanolamin/Tween 20-PBS-Puf f er geblockt. 
Das Blocken findet bei Raumtemperatur iiber 90 Minuten statt. 
Nach dem Waschen werden die in PBS verdiinnten Serum- bzw. 
Stuhlproben in die Wells pipettiert. Die 60minutiger Inkubation 
bei Raumtemperatur wird durch Waschen. beendet. Als 
Detektionsantikorper werden einzelne oder ein entsprechendes 
Gemisch aus mehreren erf indungsgemaBen Antikorpern verwendet, 
die mit Biotin konjugiert wurden. Nach einer Inkubation von 30 
Minuten und dem WaschprozeB wird der Biotin-raarkierte 
Antikorper mit Peroxidase-kon jugiertem Streptavidin 

nachgewiesen. Durch den letzten Waschschritt erfolgt die 
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Beseitigung des nicht gebundenen Streptavidins . AnschlieBend 
wird mit TMB als Substrat die Peroxidasekonzentration bestinunt. 
Nach Zugabe von HCl zur Beendigung der Enzymreaktion wird die 
Anderung der optischen Dichte gemessen. Die Intensitat der 
Farbreaktion ist proportional der Elastase-Konzentration in der 
Probe . 



Patentanspruche 



Patentanspruche : 

1. Diagnostisches Verfahren zur Erkennung einer 
Pankreasfunktionsstorung, dadurch gekennzeichnet , daS in 
Serum, Se- oder Exkreten eines Patienten der Gesamtgehalt 
aller pankreatischen Elastasen (Isoenzyme) bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Bestimmung vorzugsweise mittels immunchemischer Systeme unter 
Nutzung mono- oder polyklonaler Antikorper, die alle 
Elastase-Isoenzyme einzeln spezifisch oder kreuzreaktiv 
erkennen, mit Ausnahme der Aminosauresequenz Thr-li4t-Val-Ala- 
Gly-Giy-Asp-Ile-Arg, erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS die eingesetzten Antikorper mittels Antigenen gewonnen 
werden, die die kompletten Elastasen 1, 2 und 3 oder 
Untereinheiten davon darstellen mit Ausnahme der 
Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg oder 
einer immunologisch wirksamen Teilsequenz davon. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antigene synthetische Peptide verwendet werden, die nach 
Immunisierung von Tieren Antikorper induzieren, die 
kreuzreaktiv mehrere Elastasen erkennen, mit Ausnahme der 
Aminosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg • 

5. Verfahren nach Anspruch 1-4 dadurch gekennzeichnet, daB 
vorzugsweise folgende synthetische Peptide verwendet werden 
NH2-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-COOH 
NH2-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH 
NH2-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N-COOH ~ 
NH2-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH ^ 
NH2-G-T-E-A-G-R-N-S-W-P-S-Q-I-COOH ' 
NH2-H-N-L-S-Q-N-D-G-T-E-Q-Y-V-COOH 



NH2-W-G-K-T-K-T-N-G-Q-L-A-COOH 
NH2-V-S-S-R-G-C-N-V-S-R-K-P-T-COOH " 
NH2-G-G-E-E-A-R-P-N-S-W-P-W-Q-COOH ' — ^ " 

NH2-S-S-S-R-T-Y-R-V-G-L-G-R-H-N-COOH a-v'^ ^ 

NH2-K-D-W-N-S-N-Q-I-S-K-G-N-D-COOH ^ 
NH2-G-P-L-N-C-Q-A-S-D-G-R-W-COOH ^ ^ 

NH2-G-A-L-P-D-D-L-K-Q-G-R-L-COOH 
NH2-S-L-Q-Y-E-K-S-G-S-F-Y-COOH - ^ 

NH2-F-G-C-N-T-R-R-K-P-T-V-F-T-COOH 

6. Verfahren nach Anspruchen 1-5 dadurch gekennzeichnet , 
daB Antikorper einzeln oder in einer Kombination in 
immunchemischen Nachweissystemen verwendet werden. 

7. Immunologische Testkits zur Diagnose und Verlauf skontrolle 
von Erkrankungen der Bauchspeicheldriise unter Verwendung von 
Stuhl Oder Korperf lussigkeiten, enthaltend Antikorper gemaS 
den Anspruchen 2-6. 

8. Verfahren zur Gewinnung von mono- und/oder polyklonalen 
Antikorpern, die spezifisch mit humaner Elastase 1 in Stuhl 
Oder Korperf liissigkeiten reagieren und durch iibliche 
Immunisierungsverf ahren dadurch gekennzeichnet , daB man die 
Peptide 

A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , 

R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q Oder 
immunogene Teilpeptide davon als Antigen zur Iramunisierung 
von Vertebraten, insbesondere von Kleinsaugern und Vogeln, 
verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daB 
man die freien Peptide vor der Immunisierung an geeignete 
Tragersubstanzen, vorzugsweise Hamocyanin oder Albumin 
koppelt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 und 9, dadurch gekennzeichnet , 
daB polyklonale Antikorper unter Einsatz von Hiahnern als 
Versuchstieren produziert werden. 
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11. Polyklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 8 bis 
10 hergestellt wurden. 

12. Monoklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 8 und 9 
hergestellt wurden. 

13. Peptid A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N 

14. Peptid Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R 

15. Peptid R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N 

16. Peptid G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 

17. Reinigungs- und Detektionssysteme fur humane Elastase 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie zumindest einen der 
erf indungsgemaBen Antikorper enthalten. 

18. Immunologische Testkits nach Anspruch 17 zur Diagnose 
und Verlauf skontrolle von Erkrankungen der 
Bauchspeicheldruse und der Mucoviscidose unter Verwendung 
von Stuhl Oder Korperf lussigkeiten. 

19. Inmiunologische Testkits nach Anspruch 16 und 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB 2 unterschiedliche Antikorper verwendet 
werden ( Sandwich-ELISA ) . 
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Verfahren ziir Herstellung spezifischer Antikorper gegen humane 
Elastase 1 imd deren Nutzxing in Nachweissystemen 

H*-W* Heinrich, H,-J. Wagner, R. Kleinert, U, Meyer 



Z us anunenf as sung 

Es wird ein Verfahren zur Herstellung spezifischer Antikorper 
gegen humane Elastase 1 beschrieben. Das Ziel wird 
erf indungsgemaB durch die Verwendung synthetischer Peptide mit 
den Aminosauresequenzen 

1 . NH^-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-COOH 

2 . NH^-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH 
3 . NH^-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N-COOH 
4. NH^-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH 

erreicht, die, an geeignete Carrierproteine gekoppelt, als 
Antigene im Tier eine spezifische Antikorperantwort induzieren, 
Diese Antikorper bilden die Grundlage fiir die Herstellung von 
Testsystemen fiir den spezifischen Nachweis von humaner Elastase 
1. 



Patentanspruche 



1. Verfahren zur Gewinnung von mono- und/oder polyklonalen 
Antikorpern, die spezifisch mit humaner Elastase 1 in Stuhl 
Oder Korperf liissigkeiten reagieren und durch iibliche 
Immunisierungsverf ahren dadurch gekennzeichnet , da6 man die 
Peptide 

A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R , 

R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q oder 
immunogene Teilpeptide davon als Antigen zur Immunisierung 
von Vertebraten, insbesondere von Kleinsaugern und Vogeln, 
verwendet . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
man die freien Peptide vor der Immunisierung an geeignete 
Tragersubstanzen , vorzugsweise Hamocyanin oder Albumin 
koppelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , 
daJS polyklonale Antikorper unter Einsatz von Huhnern als 
Versuchstieren produziert werden, 

4. Polyklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 1 und 
ggf . 2 und 3 hergestellt wurden. 

5. Monoklonale Antikorper, sofern sie nach Anspruch 1 und 
ggf. 2 hergestellt wurden. 

6. Peptid A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N 

7 . Peptid Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R 

8 . Peptid R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N 

9 . Peptid G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 



10. Reinigungs- und Detektionssysteme fur humane Elastase 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie zumindest einen der 
erf indungsgemaSen Antikorper enthalten. 

11- Immunologische Testkits nach Anspruch 10 zur Diagnose 
und Verlauf skontrolle von Erkrankungen der 

Bauchspeicheldriise und der Mucoviscidose unter Verwendung 
von Stuhl Oder Korperf lussigkeiten. 

12. Immunologische Testkits nach Anspruch 9 und 10, dadurch 
gekennzeichnet , daS 2 unterschiedliche Antikorper verwendet 
werden ( Sandwich-ELISA) . 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
spezifischer Antikorper gegen humane Elastase 1 und deren 
Nutzung in Nachweissystemen . Anwendungsgebiete sind die Medizin 
und die pharinazeutische Industrie. 

Entzundungen der Bauchspeicheldriise stellen ein betrachtliches 
Gesundheitsrisiko fiir den Patienten dar, Wahrend akut 
verlaufende Entzundungen auf Grund der schweren Symptomatik mit 
invasiven und nichtinvasiven diagnostischen Methoden rasch 
erkannt werden konnen, ist bei chronischen Verlauf sf ormen die 

•iagnose durch fehlende Moglichkeiten einer morphologischen und 
p-stologischen Verif izierung erschwert. Sie basiert neben der 
tsewertung klinischer Symptoine auf f unktionellen Parametern wie 
Verdauungsstorungen, Gewichtsverlust und Diabetes mellitus. Bei 
klinischem Verdacht auf Vorliegen einer chronischen 
Pankreasentziindung ist der Nachweis einer verminderten 
Leistungsf ahigkeit (exokrine Pankreasinsuf f izienz ) fur die 
dif f erenzialdiagnostische Absicherung wichtig* 

In den letzten Jahren hat sich der Nachweis von Elastase 1 im 
Stuhl als wichtiger Parameter fur den indirekten 
Pankreasf unktionstest durchgesetzt . Die Elastase 1 ist ein 
proteolytisches pankreasspezif isches Enzym, das in groBen 

•ngen in das Duodenum ausgeschieden wird und dort eine 
chtige Verdauungsf unktion ausubt, Elastase 1 wird wahrend der 
Darmpassage of f ensichtlich nicht abgebaut. Es kann unter 
Verwendung spezifischer Antikorper leicht immunchemisch mittels 
Enzymimunassay (ELISA) Oder Radioimmunassay (RIA) im Stuhl 
nachgewiesen werden. Die Enzymkonzentration im Stuhl zeigt 
sorait den Funktionsgrad des exokrinen Pankreas an. Chronische 
Pankreasentzundungen, die mit einer exokrinen Insuff izienz 
einher gehen, konnen durch eine stark reduzierte Elastase 1 - 
Konzentration im Stuhl erkannt werden, wahrend eine akute 
Pankreasentziindung durch den raschen Zerfall f unktionellen 
Gewebes zu einem Anstieg von Elastase 1 im Plasma fiihrt. 



Fiir die Bestimmung von Elastase 1 stehen ein RIA (MURATA,A. et 
al.. Enzyme 30, 29-37; 19983) und ein ELISA (EP 0 547 059 Bl) 
2ur Verfiigung. Beide Teste haben sich in der Diagnostik 
bewahrt. Der RIA hat jedoch in der Herstellung und Handhabung 
alle Nachteile von Systemen, die mit offener Radioaktivitat 
arbeiten (Halbwertszeit , spezielle Laboratorien, besonders 
ausgebildetes Personal, aufwendige Entsorgung). Der ELISA ist 
gegen Epitope gerichtet, die Elastase-spezif isch sind, aber im 
f unktionellen Enzym nicht oder nicht mehr vorkommen. Dadurch 
werden bei der Bestimmung der Elastase-Konzentration in solchen 
Fallen (wenn ein Anteil an f unktionellem Enzym vorhanden ist) 
ungenaue Werte erhalten. 

^ie Erfindung hat daher zum Ziel, ein Testverf ahren 
bereitzustellen, mit dessen Hilfe funktionelle Elastase 1 in 
Stuhl , Serum oder Plasma als Parameter fur Entzundungen der 
Pankreas nachgewiesen werden kann. 

Dieses Ziel wird erf indungsgemaB mittels Antikorpern erreicht, 
die gegen Epitope des reifen Enzyms gerichtet sind. Dazu wurde 
die DNA-Sequenz fvir humane Elastase 1 (JP 1987000276-A/6 ) in 
die Aminosauresequenz iibertragen . Unter Verwendung ublicher 
Proteinstrukturprogramme konnten mehrere Aminosauresequenzen 
identif iziert werden, die eine potentielle Epitopstruktur 
aufweisen. Es konnte nachgewiesen werden, daS Antikorper gegen 
die Peptide A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N, Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q- 
^fc^-R , R-S-G-C-N-G-D-S-G-G-P-L-N und G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q 
^^^Bbchspezif isch Elastase 1 binden und keine unspezif ische 
Reaktion mit anderen Stuhlbestandteilen eingehen. 
Die Erfindung betrifft ein Verf ahren zur Herstellung von anti- 
Elastase-Antikorpern auf iibliche Weise, das jedoch dadurch 
gekennzeichnet ist, daB die verwendeten spezifischen Antigene 
zuvor mittels strukturanalytischer Methoden aus der 
Aminosauresequenz abgeleitet und chemisch synthetisiert wurden. 
Erf indungsgemaB ist es auch moglich. Telle dieser synthetischen 
Peptide fiir die Herstellung von Antikorpern zu verwenden. 
Wenngleich die Peptide allein eine Antikorperinduktion 
auslosen, hat es sich erf indungsgemaB als zweckmaSig erwiesen, 
diese Peptide an iibliche Carriersubstanzen wie Hamocyanin zu 



binden. Mit den erf indungsgemaBen Peptiden ist es moglich, 
sowohl monoklonale wie polyklonale Antikorper zu erzeugen. 
Fur die Herstellung der erf indungsgemaBen polyklonalen 
Antipeptidantikorper werden Versuchstiere wie Kaninchen, 
Meerschweinchen , Ziegen, Hiihner oder Fische in bekannter Weise 
mit den Peptiden immunisiert . Fiir die Herstellung monoklonaler 
Antikorper werden die Peptide in bekannter Weise fur die 
Induktion spezifischer B-Zellen verwendet, die nach 
Fusionierung mit Myelomzellen Hybridomzellen generieren, die 
nach bekannten Klonierungsverf ahren in Zellinien kultiviert 
werden, die spezifische monoklonale Antikorper sezernieren. Die 
eirf indungsgemaSen mono- oder polyklonalen Antikorper reagieren 

^^lur mit dem verwendeten spezifischen Epitop bzw. der reifen 

^^^p.astase 1. . 

^^^in weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaSen Elastase 1-epitopspezif ischen Antikorper fur 
den Nachweis und die Quantif izierung von Elastase 1 in 
Korperf lussigkeiten und Stuhl. Die Erfindung betrifft daher 
auch ein immunchemisches Nachweissystem zur Feststellung der 
Funktionalitat des Pankreas als Hilfsmittel zur Erkennung von 
Funktionsstorungen dieses Organs. Dazu konnen die spezifischen 
Antikorper an jeden geeigneten Trager adsorptiv oder chemisch 
rait bekannten Kopplungsverf ahren gebunden werden. Als Trager 
eignen sich Membranen oder Partikel. Mit einera 
indungsgemaBen Sandwich-ELISA unter Verwendung von je zwei 

•terschiedlichen Epitopantikorpern laBt sich schnell und 
bzifisch Elastase 1 in Stuhl und Serum bzw. Plasma nachweisen 
und quantif izieren. 
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Ausfulirunasbeispiele 1 - Her-Rhelluna spezifischer anti-Peptid- 
Antikorper, die a egen definierte Abschnitte der reifen humanen 
Elastase 1 aerichtet sind. 

Mittels Festphasensynthese nach Merrifield werden die Peptide 
mit den Aminosauresequenzen NH^-A-V-K-E-G-P-E-Q-V-I-P-I-N-COOH , 
NH^-Y-T-N-G-P-L-P-D-K-L-Q-Q-A-R-COOH, NH^-R-S-G-C-N-G-D-S-G-G- 
P-L-N-COOH und NH^-G-P-L-N-C-P-T-E-D-G-G-W-Q-COOH 

synthetisiert • Die Peptide werden mit bekannten Verfahren an 
Napf schneckenhamocyanin (KLH) gekoppelt (1 mg Peptid/mg KLH) . 
Je 3 00 /xg dieses Konjugates werden unter Zusatz von Freundschen 

•Adjuvants fiir die Imiaunisierung von Kaninchen bzw. Huhn 
Berwendet. Nach 3nialiger Vakzination werden die Tiere 
entblutet, Nach Gewinnung des Serums wird die Spezifitat der 
Antiseren in einem ELISA getestet. Dazu wird freies Peptid an 
die Oberflache der Kavitaten von Mikrotiterplatten adsorbiert . 
Nach Inkubation der Kavitaten mit den Antiseren werden diese 
grundlich gewaschen. Unter Verwendung von Antikaninchen- bzw, 
Antihuhn-POD-Kon jugat und TMB als Substrat werden in iiblicher 
Weise die Antigen-Antikorperreaktion detektiert. Jedes 
Antiserum reagiert nur mit dem homologen Peptid. 

Ausfuhrunasbeispl el 2 - Nachweis der Soezifitat der 
^^l ^f indunasaemaBen Antikorper 

Die Elastase 1 - Spezifitat kann im Westernblot nachgewiesen 
werden- Dazu werden grob- bzw. hochgereinigte Elastase 1 aus 
Stuhl mittels Polyacrylamidgel-Elektropherese entsprechend 
ihrer relativen Molmasse von begleitenden Verunrsinigungen 
getrennt. Die Proteinzonen aus dem Gel werden mit Hilfe einer 
SSemidry-blotting ^ ^ -Apparatur auf Nitrozellulose ubertragen . 
Nach Absattigung der freien Bindungsstellen der Membran mit 
resuspendierter Trockenmagermilch werden die Membranen mit den 
1 : 500 verdiinnten anti-Peptid-Antiseren inkubiert. Nach 
intensiven Waschen der Membranen zur Entfernung aller 
unspezifisch gebundenen Antikorper werden die Membranen mit 



Phosphatase - markierten anti-Kaninchen-Antikorpern inkubiert. 
Die spezifisch gebundenen sekundaren Antikorper, die nach 
Waschen auf der Membran verblieben, werden nach Zugabe des 
Substrates sichtbar gemacht. Dabei zeigt sich, da3 in den 
verwendeten Proben ausschlieBlich Elastase nachgewiesen wurde. 



Ausfuhninasbe ispiel 3 - Bestimmuna der Elastase 1 in Stuhl 
unter Verve nduna der erf indunasaemaBen Antikorper in einein 
ELISA 



Die Elatase 1 in Serumproben Oder in Stuhlproben wird in einem 
Festphasen-Enzymimmunoassay , der auf der Sandwichtechnik 
asiert, bestiimt . Ein polyklonaler Antikorper, der gegen 
Epitope der Elastase 1 gerichtet ist, wird in einem 
Karbonat/Bikarbonat-Puf f ergemisch, pH 9,6 gelost und in die 
Wells einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach der Inkubation bei 4 
"C uber 12 h werden die nicht gebundenen Antikorper durch 
Waschen mit PBS entfernt. Die noch freien Bindungsstellen des 
Tragermaterials werden durch einen PBS-Puffer, der Ethanol-amin 
und Tween 20 enthalt, geblockt. Das Blocken findet bei 
Rauintemperatur uber 90 min statt. Nach dem Waschen werden die 
in PBS verdunnten Serum- bzw. Stuhlproben in die Wells 
pipettiert. Die 60-minutige Inkubation bei Raumtemperatur wird 
durch Waschen beendet. Ein zweiter Elastase 1 spezifischer 
olyklonaler Antikorper, der rait Biotin konjugiert ist, wird zu 
r an den ersten Antikorper gebundenen Elastase gegeben. 



Nach einer Inkubation von 30 Minuten und dem WaschprozeB wird 
der biotinmarkierte Antikorper mit Peroxidase-kon jugiertem 
Streptavidin nachgewiesen. Durch den letzten Waschschritt 
erfolgt die Beseitigung des nicht gebunden Streptavidins 
AnschlieBend wird TMB als Substrat fur die Peroxidase 
dazugegeben und nach einer definierten Zeit wird die 
Farbreaktion durch Zugabe von HCl abgestoppt. Gemessen wird die 
Anderung der optischen Dichte. Die Intensitat der Farbreaktion 
ist proportional der Elastase 1-Konzentration der Probe. 



